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緒 仁ゴ

牛受精卵の形態に関しては現在までいくつかの報告

が見られる.特に， Hafez and Sugie (1963)が光学

顕微鏡を用いて卵の各発生段階における形態的変化を

明らかにして以来，この分野に関する研究が活発にな

った. Flechon and Renard (1978)は牛受精卵を走査

型電子顕微鏡 (SEM)によって観察し，透明帯が海綿

構造であることを確認した.また Brackettet al 

(1980) は透過型電子顕微鏡 (TEM) を用いて牛受精

卵の微細構造を観察し，特に王冠状の形をしたミトコ

ンドリアは，牛を含む有蹄類の卵に特徴的にみられる

ものであることを示した.

一方， Wilmut (1972)がマウス初期匪を液体窒素で

凍結保存することに成功して以降，その技術は種々の

晴乳動物にも応用されている(小栗， 1989).凍結融解

した牛受精卵の形態については， Massip and Mulnard 

(1980)が凍結融解後に腔盤胞を hatchingさせ，その

発生過程をレントゲン写真を用いて経時的に観察し，

hatchingに至らない凍結融解卵は，栄養芽細胞の構造

あるいは性状が凍結融解処理によって変化したためで

あろうと報告した.ついで Lehn.Jansenand Rall 

(1983)は，低温顕微鏡を用いて凍結融解過程の牛匠盤

胞を観察し， -25'(までの冷却過程で卵の体積が約半

分に減少すること，さらに 20'Cから 35'(までの凍

結過程で透明帯に亀裂が生じることを示した.また，

Mohr and Trounson (1981)はTEMを用いて，凍結

融解処理によって生じる受精卵の構造的変化の程度は，

卵の発生段階により異なっていること，また匪盤胞で
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もっとも著しい変化をうけるのは栄養芽細胞であるこ

とを報告した.しかし，牛受精卵の凍結融解後におけ

る卵の微細構造の変化，あるいは耐凍剤と卵の構造と

の関係についてはまだ十分には明らかにされていない.

そこで本研究では，まず牛受精卵を用いて凍結融解

による卵細胞の微細構造の変化を明確にするために，

新鮮卵と凍結融解卵の組織構造を比較検討し，特に凍

結融解後におけるグリセロール除去の有無が，卵の微

細構造に及ぼす影響について検討した.

材料及び方法

卵胞刺激ホルモン及びプロスタグランディンを黒毛

和種の雌牛に投与して過排卵処理を行い，人工授精後

7日自の受精卵を非外科的に採取した (Sugie，

1965) .本実験には怪盤胞及び早期目壬盤胞を用いた.新

鮮卵の場合は，採卵後ただちに 3%グルタールアルデ

ヒドを用い 2時間 (5'C)前固定し， Millonigのリン

酸緩衝液(pH7.4)で洗浄後， 1 %の四酸化オスミウム

溶液により 1時間(5'C)後固定した (Sengarand 

Saacke， 1970).その後アセトンシリース、で脱水を行い

エポン樹脂に包埋し，ウルトラミクロ卜ーム (SOR.

VALL MT.l)を用いて厚切切片および超薄切片を作

成し，厚切切片の場合は0.5%トルイジンフツレー溶液て、

染色した.超薄切片については，酢酸ウラン溶液およ

び酢酸鉛溶液でそれぞれ 5分間(室温)電子染色を行

い， TEM (HIT ACHI HS.9型)で観察した. 一方，

凍結融解卵の場合は，採取後ただちにグリセロールを

3 %， 6 %， 10%の割合で含むリン酸緩衝食塩水

(PBS)中にそれぞれ10分間(室温)ずつおいてグリセ
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ロール平衡を行った後， 0.25mlの凍結精液用のス卜ロ

につめてプログラムフリトザー(ダイサン)で凍結

した.凍結速度は室温から 5.0Tまでは 1'(/分で，

この間 2.5~-3.0Tで植i 氷した後一 35'(: までは

0.3'(/分の速度とし，凍結した後液体窒素中に保存し

た(志賀ら， 1987). 

卯の融解は3アCの温湯中にストローを 1分間静置し

て行った.融解後の卵の処理に際して，グリセロール

を除去しない区及びグリセロールを除去する区を設定

した.まず前者につ

及び包埋して切片をf作乍成した後，光顕及び電顕観察を

行った.後者に関しては，さらにグリセロールを一段

階で除去する方法と段階的に除去する方法によって処

理し，両者について比較検討した.一段階法の場合は

ストロー内で0.6Mのシュークロースの液相こ混合す

ることによりグリセロールを除去した.また段階的除

去法では20%牛胎仔血清 (Gibco)を添加した PBSを

用いて， 10%， 6 %， 3 %および 0%の割合にグリセ

ロールを含む溶液を調整し，各々の濃度溶液に卵を 5

分間(室温)ずつ放置することによってグリセロール

除去を行った.その後常法lこしたがって処理した後，

組織切片を作成し，光顕及び電顕によって観察した.

結 果

採取直後の新鮮卵の場合，光顕による観察で正常と

思われた旺盤胞を TEMで観察すると，透明帯に面し

た部分には栄養芽細胞が形成され，その内側lには内細

胞塊の細胞が見られた(図 1).さらに胞匹腔に面した

部分には内妊葉の細胞が形成されていた.栄養芽細胞

には多数の microvilliが存在し，細胞聞の接合部は

tight.junctionとdesmosomeとからなる junctional

complexを形成していた.また栄養芽細胞の細胞質の

電子密度は内細胞塊の細胞のものに比べて比較的低し

ミ卜コンドリアは卵形あるいは棒状を皇し，細胞内に

散在しており内部にクリステ構造がはっきりと確認さ

れた.内細胞塊の紙胞では， ミ卜コンドリアは栄養芽

細胞の場合と同様に細胞内に散在しており，細胞内に

ライソソーム様小体が存在していた.また栄養芽細胞

及び内細胞塊の細胞には多数の細胞突起がみられ，そ

れらが隣接した細胞と互いに接しているのが観察され

た.

次に早期目壬盤胞についてみると，透明帯に面した細

胞には microvilliが良く発達しており，これらの細胞

は将来栄養芽細胞になるものと思われた(図 :n.細胞

内には球形あるいは卵形のミトコンドリアが多く見ら

れ，同一卵内の他の細胞のミ卜コンドリアに比べかな

り電子密度が高くなれ主冠状の形を呈しているもの

も認められた(図 3)， またミトコンドリアは特に核の

周辺部に集中していた(図 4)，これらの細胞には多数

の細胞突起が存在していたが，)ff盤胞の細胞と比較す

ると，数は若干少ないように思われた.またライソソ

ーム様小体が多数存在する細胞も観察され(図 2)，さ

らに，卵のごく一部の細胞が退化しているものも見ら

れた.

一方，凍結融解処理卵では，凍結融解後にグリセロ

ールを除去しなかった卵の場合，匹盤胞の栄養芽細胞，

内細胞塊の細胞とも新鮮卵とほとんど同じ構造であっ

た.ただ，これらの細胞においてミトコンドリアのほ

とんどは球形を呈し，電子密度も低しさらにクリス

テの偏在化が認められた(図 5). 

次にグリセロールを一段階法で除去した区及び段階

的に除去した区の問に著しい相違点は観察されなかっ

た.光顕による観察で正常な形態を保持していると思

われた細胞の原形質膜及び内部オルガネラには，新鮮

卵のそれらと比較して大きな差異はなく，特にミトコ

ンドリアは球形，卵形あるいは王冠状を呈し，電子密

度も高く，クリステの偏在化も見られず新鮮卵のもの

と極めてよく類似していた(図 6).しかし，凍結融解

後にグリセロールを除去した卵で，光顕による観察で

障害をうけていることが明らかな細胞を TEMで観察

すると，原形質膜が崩壊し，内部オルガネラが流出し

ているものが認められ，また部分的に原形質膜が崩壊

し，細胞内容物が露出しているものも認められた.こ

れらの害Ij球細胞は多くの場合変形しており，原形をと

どめていなかった.その様な状態でも核は原形を保っ

ていたが，電子密度はかなり不均一であった. またミ

卜コンドリアはそのほとんどが膨化し，内部クリステ

構造の見られないものが多かった(図7).

考 察

採取直後の新鮮)ff盤胞の組織構造はすでに報告

(Mohr and Trounson， 1981)されているものとほと

んど同様であった.しかし，早期腔盤胞の細胞におい

て， ミ卜コンドリアが細胞内に散在せず核の周辺部に

集中していたことは，従来の報告にみられない所見で

あった.

凍結融解後グリセロールを除去しない卵とグリセロ

ールを除去した卵の細胞を比較すると，前者の場合，

ミ卜コンドリアの電子密度の低下，クリステの偏在化

が見られたが，後者の場合には， ミトコンドリアは新
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図 1 新鮮匹盤胞の電顕像.透明帯(Z)に面した栄養芽細胞(Tc)及び、その内側

の内細胞塊の細胞(lc)を示す.さらに胞佐腔(Bc)に面した細胞には内佐葉に分

化しつつある細胞(E)が認められる.内細胞塊細胞のライソソーム様小体(Ly)

と栄養芽細胞に発達したmicrovilli(1¥1v)に注意.挿入図は新鮮1ft盤胞の光顕

像を示す.栄養芽細胞及び内細胞塊細胞の細胞突起(Cp)，核(N)，ミ卜コンド

リア(1¥1)，極体(Pb)，囲卵腔(Pv)

図2 新鮮早期匪盤胞の電顕像.

胞怪腔に面した細胞(Ic)と透明帯に面した細胞(Tc)を示す.胞腔腔に面した細

胞の細胞突起(Cp)とライソソーム傑小体(Ly)に注意.挿入図は新鮮早期怪盤

胞の光顕像を示す.

胞匪腔(Bc)，ミトコンドリア(1¥1)， microvilli (1¥1山核(N)，透明帯(Z)
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2ドm

図 3，4 新鮮早期匪盤胞の電顕像.

わ透明帯に面した細胞の電子密度が高く王冠状をしたミ卜コンドリア(M)
を示す. microvilli (Mv)，核(N)

4，胞佐腔に面した細胞の核(N)の周りに集中しているミトコンドリア(M)を

示す. ライソソーム才芸ノj中ド(Ly)
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図 5 凍結融解後グリセロールを除去しなかったJ張盤胞の電顕像.電子密度

が低くクリステの偏在化したミトコンドリア(M)を示す.挿入図は凍結融解

後グリセロールを除去しなかった匠盤胞の光顕像.内細胞塊の細胞(Ic)，核

(N)，栄養芽細胞(Tc)，透明体(Z)

図 6， 7 凍結融解後グリセロールを一段階法で除去した早期目玉盤胞の電顕像.

h 王冠状を呈し電子密度が高く，クリステに偏在化の見られないミトコン

ドリア(M).挿入図は凍結融解後グリセロールを--段階法で除去した早期医

盤胞の光顕像.

7，正常と思われる細胞(1¥0)と損傷を受けた細胞(D)を示す.正常な細胞と損

傷を受けた細胞のそれぞれの核(N)と原形質膜(Pm)に注意.挿入図は図 4と

同じく凍結融解後グリセロールを一段階法で除1ょした早期匪盤胞の光顕像.

脂肪滴(L)，ミトコンドリア(M)
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鮮卵のものと同様に電子密度の低下もクリス子の偏在

化も見られず，両者聞に若干の差異が認められた.

次にグリセロールを0.6Mシュークロースを用いて

一段階法で除去した卵と段階的に除去した卵とを比較

した場合，形態的な差異は認められなかった.これに

関連して Mapletoftet al. (1987) は凍結融解したマ

ウスの受精卵の場合ーグリセロールを一段階法で除去

しても段階的に除去しでも，その後の怪の発生率には

違いがないことを報告しており，グリセロールの除去

方法によって受精卵の生理や形態が大きく変乍するこ

とはないものと考えられた.

さらに凍結融解後グリセロールを除去した卵におい

て，光顕による観察で正常と認められた細胞では，新

鮮卵と比較して内部オルガネラに著しい構造変化が認

められなかったことは， Mohr and Trounson (1981) 

の報告とよく 致していた.一方，損傷を受けた細胞

に見られた原形質膜の崩壊l土，新鮮卵ではほとんど観

察されなかったことから，凍結融解処理によって最初

に損傷を受けるのは原形質膜であると考えられた.Fu

jikawa and Miuraは986)はこのような原形質膜の致

死的な崩壊は細胞外氷晶の形成によるものであろうと

推定している.細胞外氷晶は凍結速度の緩慢化に伴い

増大するといわれており，本実験で用いた l'C/分，

及び0.3T/分の凍結速度では原形質膜が損湯をうけ

るという可能性もあり，受精卵の凍結速度については，

さらに検討することが必要であろう.また原形質膜が

全体的あるいは部分的に崩壊し，その部位から流出あ

るいは露出した内部オルガネラはすべて変形していた

ことから，まず細胞の原形質膜が崩壊し，その結果二

次的に内部オルガネラが変化したものと思われた.ま

た膨化変形したミトコンドリアではクリステ構造が観

察されないものが多かった. Tsvetkov et al. (1986) 

は雄ラットの肝臓からミ卜コンドリアを分離し，凍結

後さまざまな融解速度 (760'C/分~75T/分)で融解

し，その形態変化を観察して，融解速度が遅くなれば

なるほど，ミトコンドリアの変形が増大するというこ

とを報告していることから，本実験で実施した融解速
会

度(約300T/分，渡部ら， 1989)は卵の組織構造に対

して適切でなかったということも考えられる.

以上のことから牛受精卵の凍結融解による微細構造

の変化の主なものは，原形質膜の崩壊及びミトコンド

リアの変形で，これらが凍結保存した卵を用いた際に

見られる fg受胎率の原因の一つであろうと推察される.

要 約

本実験では牛受精卵を用いて凍結融解処理した場合

の形態的変化を新鮮卵と比較し，さらに耐凍剤として

のグリセロールと卵の構造との関係について組織学的

検討を行った.

新鮮卵の場合，庇盤胞では栄養芽細胞及び内細胞塊

の細胞に多数の細胞突起がみられた.栄養芽細胞間の

接合部には junctionalcomplexが形成されており，ま

た内細胞塊の細胞ではライソソーム様小体が観察され

た.早期目杢盤胞の細胞においても，多数の細胞突起が

存在し， ミ卜コンドリアは核の周辺部に集中している

こと古河忍められした.

次に凍結融解後にグリセロールを除去しない卵，グ

リセロールを‘段階法で除去した卵及びグリセロール

を段階的に除去した卵の構造についてみると，グリセ

ロールを除去しない場合には， ミ卜コンドリアは球形

で電子密度が低しさらにクリステの偏在化が認めら

れた.これに対し，グリセロールを一段階法で除去し

た卵のミトコンドリアは球形，卵形及び王冠状を呈し，

電子密度が高く，クリステの偏在性は認められず，そ

の形態は新鮮卵と極めてよく類似していた.なおグリ

セロールを一段階法で除去した卵と段階的に除去した

卵との聞に微細構造に関して著しい差異は認められな

かった.

また凍結融解後グリセロールを除去した卵において，

損傷を受けていることが明らかな細胞で，原形質膜が

全体的あるいは部分的に崩壊し，その部位から内部オ

ルガネラが流出ないし露出しているものが観察された.

これらの結果から，凍結融解により卵が損傷を受ける

場合，まず原形質膜が崩壊し，その後二次的に内部オ

ルガネラが変性するものと考えられた.
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Summary 

We have studied morphological features of fresh and frozen.thawed bovine embryos 

using light and electron microscopes， focusing on the effect of glycerol on the ultrastructures 
of the embryos. Special att巴ntionwas paid to the effect on fine structures of glycerol 

removal from the embryos after freezing and thawing， comparing with the embryos from 

which the cryoprotectant was not removed. 

In the case of fresh blastocysts， many cytoplasmic projections were observed in the 

trophoblasts and inner cell masses， and the latter also contained lysosome.like complexes 
therein. Junctional complexes formed between the trophoblasts were seen. In the early 

blastocysts， numbers of cytoplasmic projections were 乱lsofound in the blastomeres， and 

mitochondria concentrated near the nucleus were characteristic of the cells. Based on the 

electron microscopic observations， in the embryos from which the glycerol was not removed 

after thawing， the mitochondria were spherical in shape， with low electron density， and 

contained peripherally arranged cristae. On the contrary， the embryos with removed glycer 

01 had spherical， oval.shaped or "hooded" mitochondria， with high electron density， being 

very similar in the ultrastructures to fresh embryos， and no arrangement of the mitochondrial 

cristae in peripheral was observed. Entire or partial damages to plasma membranes were 

observed in the blastomeres of some of the frozen-thawed and glycerol-removed embryos， 

resulting in the breakdown of the cell organelles through the damaged membranes. 

The results obtained from this experiment indicate that freeze-thaw of the bovine 

embryos may partly bring about the damage to plasma membranes of the blastomeres， 

following by the denaturation of the cell organelles. 


